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(57) Abstract 

The invention relates to MAPKAP kinase 2 inhibitois and the use thereof in anti-inflammatory therapy. The invention can be used 
in the field of medicine and in the pharmaceutical industry. According to the invenUon, the MAPKAP kinase 2 inhibitors are used at gene 
level, protein level and on the basis of a specific modification of the intracellular localization of MAPKAP kinase 2. The invention makes 
it possible to provide targeted immune response therapy and can dius be of fundamental importance to modem medicine. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriffl MAPKAP Kinase 2-Hemmer und ihre Verwendung fiir die anti-inflammatorische TTierapie. Anwendungsgebiete 
der Erfindung sind die Mcdizin und die pharmazeutische Industrie. Gemfiss der Erfindung weiden MAPKAP Kinase 2r-Hemmer auf der 
Genebenc, auf der Proteinebene und auf der Basis einer spezifischen Verflndwung der intrazellulSren Lokalisation der MAPKAP Kinase 
2 emgeseizt. Die Erfindung ermOglicht eine gezielte Thcrapie der Bitztlndungsantwort und kann somit fDr die modeme Medizin von 
grundlegender Bedeutung sein. 
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HAPKAP Kinase 2-HeiDmer und ihre Verwendung fflr die anti- 
inflammatorische Therapie 


Die Erfindung betrifft MAPKAP Kinase 2-HeiMiier und ihre 
Verwendung fiir die anti-inflarmatorische Therapie. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die 
phannazeutische Industrie. 

Der Grofiteil aller Erkrankungen ist mit entzflndlichen Prozessen 
verbunden, welche dazu fQhren, da6 Krankheitsverursacher 
erkannt und eleminiert werden. Die frOhe EntzOndungsantwort, 
z.B. als Reaktion auf bakterielle Lipopolysaccaride (LPS), 
fOhrt zur Expression und Preisetzung pro-inf lammatorischer und 
inflammatorischer Zytokine und damit zu massiven entzOndlichen 
Prozessen und zu PhSnomenen wie z.B. Sepsis. Eine zentrale 
Rolle unter den pro-inflanmatorischen Zytokinen spielen der 
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) und Interleukin-1 (Il-l), die 
ihrerseits die Synthese weiterer inflannatorischer Zytokine 
stimulieren. 

Es wurde bereits versucht, den Verlauf der entziindlichen 
Prozesse zu beeinf lussen, u.a. trarde die Substanz SB203580 
( 4- ( 4-Fluorophenyl ) -2- ( 4-iBethylsulphinylphenyl-5- ( 4-pyridyl ) - 
imidazol) als effektiver Inhibitor der Zytokinbiosynthese 
beschrieben. Ihre Wirkung beruht auf der Henuaung der 
streflaktivierten Proteinkinase p38 MAP Kinase (auch bezeichnet 
als p38 Reaktivierende Kinase, P38a, p38P, CSBP - Cytokine 
suppressive antiinflammatory drug binding firotein (J.C. Lee et 
al. Nature 372, 739-46 (1994)). SB203580 kann die 
BntzOndungsantwort als Reaktion auf LPS-Gabe effektiv hemmen 
und hemnt gleichzeitig die Biosynthese von Il-l und TMFa. Der 
Mechanismus der stimulation der Zytokin-Biosynthese durch die 
p38 MAP Kinase wird bisher nur xuivollstfindig verstanden. Als 
Substrate der p38 MAP Kinase wurden verschiedene 
Transkriptionsfaktoren sowie Proteinkinasen identifiziert. 
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Diese downstream-Komponenten der Sxgnaiabertragung durch p38 
MAPK konnten einzeln Oder gemeinsam an der inflaiuaatorischen 
Antwort beteiligt sein. 

Zusammenfassend l&Bt sich feststellen, daB trotz zweifellos 
vorhandener Erkenntnisfortschritte noch keine MSglichkeit 
gefunden wurde, den EntzOndungsprozeB zielgerichtet zu 
beeinflussen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, auf der Basis 
eines neuen Wirkprinzips Mittel ztir Verftigung zu stellen, die 
als anti-inflammatorische Therapeutika mit inoglichst geringen 
Nebenwirkungen eingesetzt werden kSnnen. 

Die Erfindung wird gemSB den AnsprOchen 1 bis 11 realisiert* 

Es wurde gefunden^ daB Oberraschenderweise nur fiin Enzym aus 
dem Spektrum der zahlreichen beteiligten Enzyme die zentrale 
Rolle bei der EntzOndungsantwort spielt, das Enzym MAPKAP 
Kinase 2. Daraus leitet sich die MSglicheit ab, die MAPKAP 
Kinase 2 als idealen Target fttr die anti-inf lanmatorische 
Therapie zu nutzen. 

Danach ist die Erfindung dadurch gekennzeichnet, daB die 
Wirkung der MAPKAP Kinase 2 spezifisch gehenint wird. Das kann 
erfindungsgenfiB auf 3 verschiedenen Wegen erfolgen. 

a) durch Antisense-Oligonukleotide, die geeignet sind, die 
Expression der MAPKAP Kinase 2 in menschlichen Zellen 
spezifisch zu inhibieren* 
Geeignete Oligonukieotide sind u.a. 

5 '-GGAGTT6GACAGCATGGTGCCC6GGGACGCCGGGG-3 ' 
5 ' -CACAGGCGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCGGGGAACGGCACCGGCGGGCTCTG6CCCTG-3 ' 
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b) durch chemische Substanzen, die geeignet sind, die 
enzymatische Aktivitfit der MAPKAP Kinase 2 spezifisch zu 
henunen* 

Es wurde femer gefunden, daB far die wirkung der MAPKAP Kinase 
2 ein aktivierungsabMngiger Zellkemexport erforderlich ist, 
Daraus leitet sich eine weitere Variante der Erfindung ab: 

c) durch chemische Substanzen, die geeignet sind, die 
intrazelluiare Lokalisation der MAPKAP Kinase 2 spezifisch zu 
verSndem (Tremslokation) . 

Die Erfindung enndglicht eine gezielte Therapie der 
Entziindungsantwort imd kann somit fflr die moderne Medizin von 
grvmdlegender Bedeutung sein. 

Die Erfindung soil nachfolgend durch ein AusftUirtangsbeispiel 
naher erlSutert werden. 


Ausfuhrungsbeispiel 

Hittels der Methode des gene-targeting wurde eine MAPKAP K2 
knock out-Maus erzeugt. Diese Maus ist lebensffihig, zeigt, 
soweit bisher untersucht, keine pathologischen Verfinderungen an 
Geweben und Organen, aber eine deutlich verringerte LPS- 
induzierte Entzttndungsantwort. Diese zeigt sich z.B. an einem 
signifikant erhfihten tJberleben der Jtnocit out-MSuse bei 
septischem Schock (Abbildung l). Weiterhin sind die 
Serumkonzentrationen von TNPa 90 min nach LPS-Stimulation in 
den luioc* outs mehr als lO-fach geringer als die 
Konzentrationen in vergleichbaren Wildtyptieren (s. Tabelle). 
Diese Daten belegen eindeutig, dafi MAPKAP Kinase 2 eine 
essentielle Rolle bei der EntzQndungsantwort spielt und 
gleichzeitig fOr die normale Entwicklung der Maus nicht 
notwendig ist. 
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Tabelle: Serumkonzentration von TNFa in HAPKAP Kinase 2 knock 
outs und Wildtyptieren 90 min nach Injektion i.p. von 1 |ig LPS 



-/- 

(MAPKAP Kinase 2 
knock outs) 

+/+ 
Wildtyp 

TNFa (pg/ml Sextun) 

268 ± 156 

4005 ± 1818 
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Legende zur Abbildung 1 
Oberleben bei septischem Schock 

Oberleben von MAPKAP Kinase 2 knock out MSusen bel septischem 
Schock, hervorgeirufen durch Injektion von 2 ftg LPS/20 ng 
Galactosamin. Wfihrend die Kontrolltiere nach 11 h vollstfindig 
den septischen Schock erliegen, zeigen die knock out Tiere ein 
signifikant erhdhtes Oberleben bedingt durch eine verringerte 
Entzundungsantwort . 
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Patentansprflche 


1. Verwendung von MAPKAP Kinase 2-Henimern als anti- 
Inflanmatorische Therapeutlka. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, deiB 
MAPKAP Kinase 2-HeiDmer auf der Genebene eingesetzt werden. 

3. Verwendung nach Anspruch l und 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB als MAPKAP Kinase 2-HeiDmer folgende Oligonukleotide 
eingesetzt werden 

5 '-GGAGTTGGACAGCATGGTGCCCGGGGACGCCGGGG-3 ' 
5 ' -CACAG6CGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCGGGGAACGGCACCGGCGGGCTCT66CCCTG-3 ' 

4. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 
MAPKAP Kinase 2-Heiiuner auf der Proteinebene eingesetzt werden. 

5. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
Stoffe eingesetzt werden, die die intrazellulSre Lokalisation 
der MAPKAP Kinase 2 spezifisch verSndern. 

6. MAPKAP Kinase 2-Heiiimer 

7. MAPKAP Kinase 2-HeiBmer nach Anspruch 6 auf der Genebene 

8. Antisense-Oligonukleotide nach Anspruch 6 und 7, die die 
Expression der MAPKAP Kinase 2 in Zellen spezifisch hemmen. 

9. Antisense-Oligonukleotide nach Anspruch 8, gekennnzeichnet 
durch folgende Seguenzen 

5 '-6GAGTTGGACAGCATGGT6CCCGGGGACGCCGG66-3 ' 
5 ' -CACAG6CGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCGGGGAAC6GCACCGGCGGGCTCTGGCCCT6-3 ' 
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10 . MAPKAP Kinase 2-Heinmer nach Anspruch 6 auf der 
Proteinebene • 

11. Chemische Substanzen, die die intrazellulfire Lokalisation 
der MAPKAP Kinase 2 gemSB Anspruch 5 spezifisch verfindem. 
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Oberleben bei septischem Schock 
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A. KLASSIFIZIERUN6 OES ANMELOUNGSGEGENSTANOES 

IPK 6 C12N15/11 A61K31/70 C07H21/04 


Nach der Intemationalen PaterrtWassifikatlon (IPK) oder nach der nationalen Klasslfikatlon und der IPK 


B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Recherchlerter Mindestprufstoff (Klasstfikationssystem und Klasslfikafionssymboie ) 

IPK 6 C12N C07H A61K 


Recherchierte aber nicht zum Mlndestpriifetoff gehorende Veroffentlichungen, soweit dlese unter die recherchterten Gebiete laUen 


Wahrend der Intemationaten Recherche konsuttierte elektronbche Oalenbank (Name der Datenbank und evtl. veiwendete Suchbegriffe) 


g ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERUQEN 


Kategorte* 


eezek:hnung der VenSffentllchung. soweit erforderlk:h unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspnjch Nr. 


WO 97 34137 A (LIVI GEORGE PETRO 
;MCLAUGHLrN MEGAN MCHALE (US); SMITHKLINE 
BEECHA) 18. September 1997 (1997-09-18) 
Seite 3, Zeile 14 -Seite 5, Zeile 25 
Seite 32, Zeile 11 -Seite 36, Zeile 26 
Anspruche 1,11-59 

ZU YL. ET AL.: "Activation of MAP 

kinase-activated protein kinase 2 in human 

neutrophils after phorbol ester or fMLP 

peptide stimulation." 

BLOOD 1996 JUN 15; 87(12): 5287-96, 

XP002120624 

das ganze Dokument 
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1,2,4, 
6-8,10 


4,6,10 
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' Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentllchungen 
'A* VerafTentlichung, die den aligemelnen Stand der Technlk definlert. 
abernteht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E* Slier es Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intemationaten 
Anmetdedatum verdffenliicht worden ist 

Veidffentilchung. die geelgnet Ist. einen PrloiitStsanspmch zweifelhaft er- 
scheinen zu tassen, oder durch die das Venoffentnchungsdatum elner 
anderen im Reclierchenberlcht genannten Veroffentltehung belegt weiden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (w^ 
ausgefuhrt) 

*0" Ver5ffentllchung. die sich auf elne mundlbhe Offenbarung, 

elne Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P Vefdffentitehung.dlevordem Intematkinalen Anmekiedalum, aber nach 
dem beanspmchten Prioritatsdatum veroffentlteht wxden Ist 
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Tneone angegeben Isf 
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kann alldn aufgnjnd dieser VerSffentllchung nk^ als neu oder auf 
erfinderlscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnjchte Erflndung 
kann nlcht als auf erflndertscher TStlgkelt beruhend betrachtet 
vvenden, wenn die Vereffentllchung mit elner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wird und 
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C.(F6i1S8tzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UffTERLAGEN 


Kategorie* Bezelchnmg der Veroffentllchung. soweii erforderiich unter Angabe der in Betracm kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


p,x 


TAN Y ET AL: "FGF and stress regulate 

CREB and ATF-1 via a pathway involving p38 

MAP kinase and MAPKAP kinase-2." 

EHBO JOURNAL, (1996 SEP 2) 15 (17) 

4629-42., XP002120625 

Zusammenfassung 

Seite 4634 -Seite 4636 

ROUSE J ET AL: "A NOVEL KINASE CASCADE 
TRIGGERED BY STRESS AND HEAT SHOCK THAT 
STIMULATES MAPKAP KINASE-2 AND 
PHOSPHORYLATION OF THE SMALL HEAT SHOCK 
PROTEINS" 
CELL, 

Bd. 78, 23. September 1994 (1994-09-23), 
Seiten 1027-1037, XP002041232 
ISSN: 0092-8674 

CUENDA A ET AL: "SB 203580 IS A SPECIFIC 
INHIBITOR OF A MAP KINASE HOMOLOGUE WHICH 
IS STIMULATED BY CELLULAR STRESSES AND 
INTERLEUKIN-1" 
FEBS LEHERS, 

Bd. 364, Nr. 2, 8. Mai 1995 (1995-05-08), 
Seiten 229-233, XP000567769 
ISSN: 0014-5793 

STOKOE D. ET AL.: "MAPKAP kinase-2;a 
novel protein kinase activated by 
raitogen-activated protein kinase." 
EHBO J 1992 NOV; 11(11): 3985-9, XP002120626 

ENGEL K. ET AL.: "Leptomycin B-sensitive 

nuclear export of MAPKAP kinase 2 is 

regulated by phosphorylation." 

EMBO 0 1998 JUN 15; 17 (12): 3363-71, 

XP002120627 

das ganze Dokument 
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1,4-6, 
10,11 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


Inte ronales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/00990 


Feid I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Foitsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 


GemaO AiiiKel 17(2)a) wurde aus fblgenden GrOnden fur bestimmte AnsprCiche kein Recherchenberlcht erstetlt: 

1. I X I Anspruche Nr. 

weil sie sIch auf Gegenstande bezlehen, zu deron Recherche die Behorde nIcht verpfllchtet 1st, namlich 

Obwohl die Anspruche 1 bis 5 sich auf eine Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierlschen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt 
und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammen- 
setzung. 

2. I X I Anspruche Nr. 

well sie sich auf Teile der Irrtemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen 
daB eine sinnvoile intematbnale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namiich 

Sie Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 


3. I I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handeK. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind 


Feld II Bemerkungen bel mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (FoUsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 


Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgesteilt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Eriindungen enthatt: 

Siehe Zusatzblatt 


1. I I OaderAnmeldera!leerforderllchenzusatzlichenRecherchengebuhrenrechtzeitlgertricWethat,erstr^ 
' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 nn ^ recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
■ — ■ zusalzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr au^fordert 


3- I Da der Anmelder nur einige der erforderfichen zusatzllchen Recherchengebuhren rechtzeltig entricWet hal, erstreckl sich dleser 
' — * Internationale Recherchenberlcht nur auf die Anspriiche, fur de Gebuhren entrtehtet worden sind. namlich auf die 
Anspruche Nr. 


I I Der Anmelder hat die erforderfichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeltig entrlchtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese 1st in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 


Bemerkungen hinsichtlich eines WIderspruchs j [ Die zusatzllchen Gebuhren wurden vom Anmekter unter WIderspruch gezahit 

I I Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfblgte ohne Widerspnjch. 
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